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緒 言'
哺乳動物の卵巣 内には多数の発育途上卵子の存在 が知られている。しかし、これ
らの大多数 は発 育途上で退行 してしまう運命 にある。もし、これらの発 育途上卵子
を効率的 に卵巣から単離 し、体外培養 によって完全発 育が可能となれ ば、卵胞や
卵 子 の発 育メカニズムの解 明という基礎 的な知 見を得るために多大 な役 割 を果
たすことはもちろんのこと、家畜 繁殖技術 、絶滅種 の保護 ・再生 、ひいては不妊治
療 等 、応用 面 においても重 要な技 術 となりうると考 えられる。また、これらの発 育
途上卵子の凍結保存技術が確立されれば、貴重な遺伝子資源としての卵子の長期
間にわたる保存や遠 距離輸送 などが可能となる。これ ら発育途 上卵子の体外培養
技術と凍結保存技術を連携す ることにより、それぞれの技術 は極 めて有用性の高
い技 術 となりうると考 えられ 、畜 産分 野 に多大 な貢 献 をもたらすものと考 えられ
る。
発育途 上卵子は卵胞を構成する細胞群と相互作用 しながら発 育し、その発 育の
程度に応じて、原始卵胞、一次卵胞 、二次卵胞 、三次卵胞 、グラーフ卵胞等に分類さ
れる。これまでに、マウスの発育途上卵子を用いた研究では、原始卵胞 由来の発育
途上卵子 を体外発 育させ 、体外 受精、胚移植 を経て産子を得 ることに成功 した例
が報告 されている。一方、家畜 由来の発育途上卵子の体外発育においては、ブタ、
ヒツジにおいて後期二次卵胞 由来の発育途上卵子を体外培養 によって発育 させ、
それぞれ受 精可能 な卵子 であることや減数 分裂 再 開能を有する卵 子 であること
を示した例がある。しかし、ウシにおいては発育した後期三次卵胞 由来の超未成熟
卵子を発 育させ 、体外受精 により胚盤 胞を得て、胚移植 を経て一頭 の産子 を得る
ことに成功 した例が報告 されているのみである。家畜 、とりわけウシにおいては、卵
子の完全発育 には3ヶ月以上必要とされ、マウスなど他の種の成功例 における技術





要な環境及び因子の探 索を行 い、最 良の卵胞 ・卵子発育培養環境を構築することを
目的とした。さらに、これらを連携することにより、より未発育な段階の発育途上卵子か
ら発生能を有する完全発育卵子を得ることを目指した。




影!章 クシ初期 輔 次嬬 の瑚 発 鰐 養
初期前胞状卵胞(卵胞直径100μm以下)の体外発育培養 においては、卵胞構1成
細胞の生存性 およびそれらの正 常な相互 作用を長期 間にわたって維持することが
強く求められる。そこで、初期前胞状卵胞を卵 巣から、低侵 襲で効率 的に単離する
方法について検討 した。さらに、単離した初期 前胞状卵胞を種 々の体細胞 と共培養
することにより、生存 性を維 持 しながら中期前 胞状卵 胞 への無血 清培地 による体
外発育の可能性について検討 した。
ウシ卵巣から初期 前胞状卵胞 を採 取する方 法として、卵巣表層組織を機 械 的に
挫滅分散する方法 とコラゲナーゼを用いて組 織 を消化 分 散する方法でそれぞれ
初期前胞状卵胞を単離し、組織学的 に評価を行 った。機械 的単離法で回収した卵
胞では、顯粒膜細胞 間の接着が密であり、穎粒 膜細胞の外側 には、基底膜が認 めら
れ、その外側には、コラーゲン繊維構造 の発達 した比較的厚い層が形成されていた
(Fig.1A,c)。一方、酵素法で単離した卵胞では、顯粒膜細胞の外側 には基底膜 は認




子皮膚 由来線維芽細胞(FBF)、ウシ顯 粒膜細胞(BCG)、及 びウシ卵 管上皮細胞
(BOEC)と共培養し、卵胞の生存性を評価した(Table1)。コントロールの非共培養 区
では14日後には生存卵胞は観察できなかった。他方、BOM並びにFBFと共培養し




られなかったことから、初期前胞状 卵胞 の生存維 持活性 は間質系細胞との直接 的
な相互 作用によるものと考 えられた。次 に間質 系細胞 との共培養 による初 期前胞
状卵胞の体外発育 について検討 した。コントロールでは継 時的 に卵胞形態の変化
が著しく、正常形態を維持していた卵胞の中で培養14日 目にやや卵胞径の増加が
認められたものの、28日間培 養では正常形 態卵胞 は存在 していなかった。一方、
FBF共培養区では、平均直径は67,4μmから培養28日 目には111.9μn1に達し、
中期前胞状卵胞への発育が認 められた。





解 後 の回収 率 が著しく損 なわれることが示された。そこで、初 期前胞状 卵 胞を細
胞 外マトリックスタンパク質 であるコラーゲンゲルに包 埋 した状態 でガラス化保存
することにより、生存性 の低 下 を抑 え、高い回収 率を得 ることを検討 した。卵胞の
ガラス化保存容器 として、胚 の凍結保存 に用 いられている凍結ストローや凍結バイ
アルを用いると、ほとんどの卵胞 が容器 に吸着し、回収率は著:しく低 下した。しかし、
卵胞 をコラーゲンゲルに包埋 してから凍結バイアルに入れることで、容器 への吸着
が防止 でき、高い回収率が得 られた。コラーゲンゲルの体積 、ガラス化液 の濃度や
処理 時 間の最 適化 を図り、コラーゲンゲルに卵胞を包 埋してガラス化急 速 冷却凍
結保 存すると、凍結しない未凍結 卵胞の回収率や生存率よりは低いが、比 較的高
い回収率及び生存率が得られた。
ガラス化 保存 ・融解後 のコラーゲンゲル包埋した初期前胞 状卵胞を体外培養 し
て生 存卵胞 が得 られるかどうか調 べた。さらに、体外培 養することによって卵胞構
成細胞の増殖 が惹起されることを確認するためにBrdUの取り込みによるDNA合
成細胞 の検 出を行った。未凍結卵胞の生存率(36.4%)に対して、ガラス化保 存した
卵 胞 の生存 率 は、1&4%であった(Table3)。また、体外 培養 において未 凍 結卵 胞
(Fig.2A,B)と同様 にガラス化保存卵胞(Fig.2c,D)についてもDNA合 成細胞が認 め
られた。BrdU陽性 卵胞の割 合 は、未 凍結卵 胞で36.7%、ガラス化保 存 卵胞 で
14.3%となり、生存卵胞の割合 とほぼ同じ値となった(Table4)。また、DNA合成細胞
の割合を見ると、未凍結卵胞 で20.9%、ガラス化保存卵胞では23.6%となり、ガラ
ス化保存 した卵胞も未凍結卵胞 と同様 に体外培養で発 育可能であることが示され
た。
」彰3章 クシ≠期,勃庖汐e鮪 の瑚 秀 淳培養;
中期前胞状卵胞(卵胞直径200μm以 下)においては、種々の生理活性 因子等へ
の反応性 が高まり、卵胞構成 細胞 の機能分 化が進 む段 階であると考えられる。そ










生 理 的 濃 度 の インスリン、IGF-1に強 い 卵 胞 及 び 卵 子 直 径 の 増 大 作 用 が 認 め られ
た。IGF-II、FSH、LHにも弱 い卵 子 直 径 増 大 作 用 が認 められ た。インスリン、FSH、LH
同 時 添 加 によって 、インスリン単 独 添 加 に対 して有 意 な卵 子 直 径 増 大 が観 察 され たが
(Fig.3A)、IGF-1にお いて はFSH、LHに よる増 強 作 用 は観 察 され なか った(Fig.3B)。
卵 胞 腔 形 成 にお い て は 、そ れ ぞ れ インスリン、IGF-1、FSH単独 添 加 区 に お い て促 進
作 用 が 観 察 され 、培 養 終 了 時 に お い てインスリン及 びIGF-1添加 区で は卵 胞 腔 形 成
率 は 約60%に 達 した。E2産生 につ い ては 、インスリンにの み 分 泌 促 進 作 用 が観 察 さ
れ 、他 の 因 子 に は促 進 作 用 は観 察 され なかった。さらに、インスリン 、FSH、LH同時 添
加 に より、卵 胞 腔 形 成 、E2産生 ともにインスリン単 独 添 加 に 比 べ て 早 期 に誘 導 され 、
E。産 生 は培 養5日 目以 降 有 意 に産 生 が増 加 した(Fig.4)。次 に 中期 前 胞 状 卵 胞 の 培
養 前 後 の 形 態 に つ い て観 察 を行 った。単 離 した 卵 胞(Fig,5a,c)は、穎 粒 膜 細 胞 が 密
に存 在 し、卵 胞 腔 の形 成 は観 察 され なかった。一 方 、インスリン 、FSH、LH添加 無 血
清 培 地 で13日 間 体 外 培 養 した卵 胞 は 、卵 胞 及 び 卵 子 直 径 の 増 大 、卵 胞 腔 の 形 成 、
穎 粒 膜 細 胞 や 英 膜 細 胞 の 著 しい増 殖 などが確 認 され 、後 期 前 胞 状 卵 胞 へ の 発 育 も
確 認 され た(Fig.5b,d)。以 上 の結 果 か ら、インスリンは 中;期前 脚 状 卵 胞 の 発 育 及 び 機
能 分 化 に重 要 な 因 子 であ り、FSH、LHはそ の 作 用 を増 強 す る作 用 を示 す ことが 明 ら
か にされ た。
,劣'4章クシ憂期ア繭 次1鮪 の瑚 発 鰐 養 ま瑚 秀空「培養
後期前胞状卵胞(卵胞直径300μm以 下)においては、中期前胞状卵胞より発育
や機 能分化が進 み、一部 では卵胞腔の形成も観察 される。第3章 で検 討した中期
前胞状卵胞と同様 に、卵巣表層から微細切的 に単離した後期前胞状卵胞をコラー
ゲンゲル に包埋 して3次元構 造維持しながら無血清培地を用いて培養 し、卵 胞 ・卵
子直径 の変化や機能分化 に影響 を与える生理活性物質 の探 索を行った。さらに、
後期前胞状卵胞 由来卵子の完全発 育を遂行する目的で卵胞培養後に卵子一卵丘一
顯粒膜細胞複 合体(COCGs)を摘 出し、血清含 有培地で発 育培養を行うことにより、
完全発 育卵子を得ることを検討 した。この二段 階培 養 により完全発 育した後 期前





培養後 における卵子直径はすべての生理活性 因子 添加 区においてコントロールに
比べて有意に増大 が認 められた(Fig,6B)。E。産生 に及ぼす効果を検討 したところ、
インスリン添加 区において著しいE 。産生が認められ、FSH添加 によっても弱い産生
一39一
が認 められた。インスリンとFSHを 同時に添加することで、インスリン単独添加 に比
べて、E2産生の時期が早まると同時に相加 的なE2産 生作用が認 められた。一方、
IGF-1とFSHの同時添加では、E。分泌は誘 導されなかった。インスリンとIGF-1は互
いのレセプター に対して弱い親 和性を有している。単離 した後期前胞 状卵胞及 び
培養後の胞状卵胞 におけるインスリンレセプターファミリー の遺 伝子 発 現 をRT-PCR




処理 によって、IGF-1添加 区における卵胞直径増大 は完全に抑制 されたのに対し
て、インスリンの卵胞径増大効果 に対する抑制作用 は認 められず 、インスリンの作用













影5章 クシ≠期 及 び後薪 魏 次鮪 の旛 架存
中期及び後期前胞状卵胞の凍結保存については、融解後の卵胞及 び卵子の発
育が未 凍結 のものと同等であることが求 められる。そこで、ガラス化法 を用 いて保
存し、融解後 に第3章 、及 び第4章 において構築された体外培養系を用いて、卵胞 ・
卵子発育について検討した。
中期前胞状卵胞 について、ストロー封入 した後 にガラス化保存を行 い、融解した
後に体外培養を行った。無血清培地にインスリン、FSH、LHを添加して体外培養した
ところ、凍結保 存卵胞 は新鮮卵胞とほぼ同様な卵胞径 の増加が見られ、13日後に





未凍結卵胞 と同様 にインスリンによる産生促進 作用 が観 察された。さらに、FSHと
LH添 加 による増強作用も観察され、培養13日 後 には未凍結卵胞 とほぼ同じ産生
量に達した(Fig.13)。ガラス化保存 した後期前胞 状卵胞 を無血清基本培地 にインス
リン、FSHを添加 して体外培養 したところ、ガラス化保存卵胞 は未凍 結卵胞 に比べ




いて調べたところ、未凍結卵胞 と同様 にインスリンによる産 生促進作用が観察 され 、
さらに、FSH添加による相加作用も観察された。
総 括
1.単離したウシ初期 前胞状卵胞の体外培養において、間質 系細胞 と共培養 するこ
とにより、長期 間生存を維 持した状態で発 育させることに成功 した。また、この生
存維 持 作 用は 、細胞 との細 胞 外マトリックスタンパク質を介したものであること
が示唆された。
2.単離したウシ初 期前胞状卵胞 の凍結保存 において、コラーゲンゲル包埋した状
態で、ガラス化保 存を行うことにより、融解 後 において高い回収 率と生存 率を可
能とした。また、融解後の卵胞は発育能を有することも明らかにされた。
3,生理的濃度のインスリンは単離 中期前胞状卵胞の卵胞 ・卵子直径 増大、機 能分
化を促進することが、無血清培養 系により明らかにされた。さらに、FSH、LHはイ
ンスリンの作用を増強することも示された。これ らの因子 の存在 下で培養された
後期前胞状卵胞 は形態的に正常に発育することも明らかにされた。
4.生理的濃度 のインスリン、FSHは後期前胞状卵胞の正常な発 育に重要な因子で
あることが、明らかにされた。また、二段階 の培養 により完 全発育 した後期 前胞
状卵胞 由来卵 子は発生能 を有していることが確認 され 、世界で初 めて胚盤 胞期
胚にまで発生させることに成功した。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
哺乳類の卵巣には多数の発育途上卵子が存在する。 しかし,これ らの大多数は発育途上で退行 して
しまう運命にある。もし,これ らの発育途上卵子を卵巣から単離 し,体外培養によって完全発育が可
能 となれば,家 畜繁殖技術,絶 滅種の保護 ・再生,不 妊治療においても重要な技術 となりうる。また,
これ らの発育途上卵子の凍結保存技術が確立されれば,貴 重な遺伝子資源 としての卵子の長期間にわ
たる保存や遠距離輸送などが可能 となる。 さらに発育途上卵子の体外培養技術 と凍結保存技術を連携
することにより,それぞれの技術は極めて有用性 の高い技術 とな りうる。本研究においては,ウ シの
発育途上卵子の発育ステージを初期前胞状卵胞(一 次卵胞～初期二次卵胞),中期前胞状卵胞(後 期
二次卵胞),後期前胞状卵胞(後 期二次卵胞～初期三次卵胞)の3つ に分類 し,それぞれのステージ
において発育に必要な環境及び因子の探索を行い,最 良の卵胞 ・卵子発育培養環境を構築す ることを
目的とした。一方,発 育ステージごとに最適な凍結保存方法の開発を目指す とともに凍結保存 した発
育途上卵子においても体外発育培養系で正常な発育が行われ ることを検証 した。その結果,初 期前胞
状卵胞 を卵巣から,低侵:襲で効率的に単離す る方法を開発するとともに,間 質系細胞に初期前胞状卵
胞の生存活性を見いだ し,無血清培地で共培養す ることによ り,生存性を維持 しながら中期前胞状卵
胞へ体外発育させることに成功 した。また,こ の生存維持作用は,細 胞 との細胞外マ トリックスタン
パク質 を介 したものであることを示 した。初期前胞状卵胞の凍結保存について,初 期前胞状卵胞を細
胞外マ トリックスタンパ ク質であるコラーゲンゲルに包埋 した状態でガラス化保存することにより,
生存性の低下を抑え,高 い回収率を得ることに成功 した。また,本方法によりガラス化保存 された卵
胞は融解後においても体外培養において発育能を有することを明らかに した。中期前胞状卵胞につい
て,卵胞の3次 元構造の維持が可能な培養形態を選択 し,無血清培養系を用いて卵胞 ・卵子の発育に
影響を与える生理活性物質の探索を行った。その結果,生 理的濃度のインス リンが卵胞 ・卵子直径増
大,機 能分化 を促進することを明 らかにした。さらに,FSH,LHはイ ンス リンの作用を増強す ること




遂行する目的で初期前胞状卵胞まで発育させた卵胞から卵子 一卵丘 一穎粒膜細胞複合体を摘出 し,血
清含有培地で発育培養を行 うことにより,完全発育卵子 を得た。完全発育 した後期前胞状卵胞 由来卵
子について体外成熟培養,媒 精,発 生培養 を行い,世界で初めて胚盤胞期胚にまで発生 させることに
成功 した。さらに,ガ ラス化保存 された中期及び後期前胞状卵胞は,融解後の発育培養において正常
な発育能を有することを明らかにした。
本研究の結果は,ウ シ発育途上卵子の凍結保存 と体外発育を可能 とするものであ り,ウシ卵子の体
外生産技術の確立に大きく貢献す るものである。 このことは応用動物科学,動 物生殖科分野において
高 く評価 される。よって博士(農 学)の 学位を授与できるものと判定 した。
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